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© Pathogenese-Faktoren von Dermatophyten. 



© Die vorliegende Erfindung betrifft Pathognese- 
Faktoren von Dermatophyten, Verfahren zu deren 
Herstellung und deren Verwendung. 



1 



EP 0 451 357 A1 



2 



Die vorfiegende Erfindung betrifft Pathogenese- 
Faktoren von Dermatophyte^ Verfahren zu deren 
Herstellung und deren Verwendung. 

Dermatophytosen sind Piizerkrankungen der 
Haut, die durch Derrnatophyten ausgelost werden. 5 

Derartige Erkrankungen konnten bisher nur mit 
topisch oder oral wirkenden Medikamenten behan- 
delt werden. Aufgabe der vorliegenden Erfindung 
war es, neue Moglichkeiten einer Therapie von 
Dermatophytosen zu finden. ro 

Es wurde nun iiberraschend gefunden, da/J es 
bei Derrnatophyten Pathogenese-Faktoren gibt. Un- 
ter Pathogenese-Faktoren werden solche Substan- 
zen (z.B. Proteine) verstanden, die vom Derrnato- 
phyten produziert werden und dem Derrnatophyten 15 
die Infektionen der Haut ermoglichen. 

Offenbar werden diese Pathogenese-Faktoren 
vom Derrnatophyten ausgeschieden urn dabei zu 
helfen, Substanzen aus der Umgebung nutritiv zu 
verwerten. So ist mit den Pathogenese-Faktoren 20 
Keratinase-Aktivitat assoziiert, moglicherweise ha- 
ben die Faktoren seibst Keratinase-Aktivitat Die 
Faktoren haben eine Molmasse von mehr als 20 
Kili-Dalton (KD). 

Dies ergibt sich daraus, da/3 sie nicht dialysier- 25 
bar sind, d.h. bei einer Dialyse werden sie von 
Membranen mit einer Ausschlu/Jgrenze von 20 KD 
zuruckgehalten. Die Produktion der Pathogenese- 
Faktoren durch die Derrnatophyten ist induzierbar. 
Werden die Derrnatophyten mit einem vollstandi- 30 
gen Medium (z.B. nach Kimmig oder Sabouraud) 
kultiviert, entstehen sie nicht bzw. sind nicht nach- 
weisbar. Kultiviert man aber die Derrnatophyten in 
einem Minimal-Medium mit Keratin in Form von 
Haaren, Haut- oder Nagelmaterial ais einziger N 2 - 35 
Quelle (parasitare Kultur) sind die Faktoren im Kul- 
turuberstand nachweisbar. 

Parallel ist eine deutliche Zersetzung des Kera- 
tins erkennbar. Interessanterweise sind die Fakto- 
ren allein ohne die Derrnatophyten in der Lage, das 40 
Krankheitsbild einer Dermatophytose auszulosen. 
Die Faktoren haben antigene Eigenschaften. So 
sind die Faktoren als Vaccine geeignet, d.h. sie 
konnen zur prophylaktischen Imrnunisierung einge- 
setzt werden. Derart immunisierte Versuchstiere 45 
waren bei einer Infektion vor der Erkrankung ge- 
schiitzt oder zeigten einen wesentiich leichteren 
Verlauf. Gegen die Faktoren gerichtete Antikdrper 
konnen auch zur passiven Imrnunisierung einge- 
setzt werden. So behandelte Versuchstiere waren so 
ebenfalls von einer Erkrankung geschutzt bzw. 
zeigten einen leichteren Verlauf. 

Allgemeines Beispiel 
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Dermatophyten-Konidien - z.B. von Trichophy- 
ton und Microsporum-Arten sowie Epidermophyton 
floccosum werden in ein Nahrmedium eingeimpft, 



das pro Liter entmineralisiertes Wasser 

0,5 g MgSCU x 7H 2 0, 0,1 g KH 2 PO* 
0,01 g FeSOi x 7 H 2 0 und 
0.005 g ZnSO* x 7 H 2 0 

enthalt und dem ais einzige organische Substanz 
Keratinhaltiges Material wie z.B. Meerschweinchen- 
, Katzen-, Hunde- oder Menschenhaare, Haut- oder 
Nagelmaterial in zerkleinerter Form in Mengen zwi- 
schen 3 und 10 g/l zugesetzt ist. Die eingeimpften 
Derrnatophyten darin vermogen unter Abbau des 
Keratinmaterials zu wachsen, vorzugsweise in ei- 
nem Schuttelinkubator bei 28 - 32 * C. 

Nach einer mittleren Kulturdauer von 6-7 Ta- 
gen wurden die Kulturen abgenommen und der 
wa/Jrige Kulturuberstand vom Pilz-befallenen Kerat- 
inmaterial keimfrei abfiltriert. Im Filtrat konnte eine 
hohe keratolytische Aktivitat nachgewiesen werden. 
Das Filtrat wurde lyophilisiert und zur Entfernung 
der anorganischen Salze dialysiert. 

Gibt man z.B. 0,5 - 1 ml des Dialysates, das 
die keratolytische Aktivitat in hochangereicherter 
Form enthalt, mehrfach pro Tag auf die geschore- 
ne Ruckenhaut von Meerschweinchen, laflt sich 
das Krankheitsbild "Dermatophytose" bei diesen 
Meerschweinchen auslosen, ohne dafl lebende Pil- 
zelemente am Entstehen dieser Krankheitsbildes 
beteiligt sind. 

Dies zeigt, da/J Dermatophyten-Exkrete an der 
Symptomatik einer Dermatophytose beteiligt sind. 

In einem weiteren Versuch wurden gesunden 
Meerschweinchen jeden 3.Tag - insgesamt 3 mal - 
je 0,2 ml des Dialysates subcutan injiziert. Die 
Tiere wurden 3 Tage nach der letzten Injektion in 
der ublichen Weise mit derrnatophyten Trichophy- 
ton mentagrophytes auf der geschorenen Rucken- 
haut infiziert Wahrend bei nicht in der geschilder- 
ten Weise immunisierten, infizierten Kontrollmeer- 
schweinchen die Dermatophytose in der bekannten 
Weise ablief, zeigten die immunisierten Tiere kei- 
nerlei Infektionszeichen. 

Dies zeigt, dafl eine Antidermatophytose-Vacci- 
nierung mit dem Pilzexkretionsstoffe (Pathogenese- 
Faktoren) in angereicherter Form enthaltenden Dia- 
lysat mogltch ist 

In einem weiteren Experiment wurden Meer- 
schweinchen mit Trich. ment. infiziert. Am 3. Tag 
p.i., nach dem Auftreten der ersten Infektionszei- 
chen, wurden diesen Tieren je 0,2 ml des Dialysa- 
tes subcutan injiziert. Schon 2 Tage spater zeigten 
die Infektionsstellen dieser Tiere eine deutliche 
Heilungstendenz und waren weitere 3 Tage spater 
vollig abgeheilt, wahrend bei den Kontrolltieren die 
Infektion ihr Maximum erreichte. 

Daraus ist abzuleiten, dafl die sc-Gabe der im 
Dialysat oder daraus hergestellter konzentrierter 
Losungen in inerten TrSgern wie Wasser oder phy- 
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siologischer Kochsaizlosung enthaltenen 
Dermatophyten-Antigene, wahrend einer Infektion 
appliziert, die Antikorperbildung in den infizierten 
Tieren so stark in Gang setzt, da/3 ein kurativer 
Effekt entsteht Die Antikorper konnen nach be- 
kannten Methoden isoiiert werden. Aus den vacci- 
nierten Tieren konnen auch monokionale Antikor- 
per nach der von Kohler und Millstein beschriebe- 
nen Hybridom-Technik gewonnen werden. Derarti- 
ge Antikorper konnen, gegebenenfails in 
Arzneimittel-Formulierungen, zur Behandlung von 
durch Pilzen hervorgerufenen Krankheiten. insbe- 
sondere Dermatophytosen. eingesetzt werden. 

Beispiel eines Immunisierungsversuches 

Es wurden 5 I einer waflrigen Saizlosung her- 
gestellt, die pro 1 entmineralisiertes Wasser 

0,5 g MgSO* 7H 2 0, 0,1 g KH 2 P0 4 
0,01 g FeSO* 7H 2 0 und 
0,005 g ZuSCU 7H 2 0 

enthielt. 

In 250 ml Erienmeyer-Kolben wurden je 150 ml 
dieser Losung abgefullt und pro Kolben 1 g gewa- 
schene. mit Aceton entfettete und grab zerkleinerte 
Meerschweinchen-Haare zugesetzt. 

Die Kolben wurden 10 Minuten bei 110*C ste- 
rilisiert. anschlieflend mit je 5 x 10 6 Mikrokonidien 
einer 3-Wochen-Kultur von Trich. mentagrophytes 
inokuliert und in einem Schutteiinkubator bei 30 "C 
und 95 UpM fur 7 Tage inkubiert 

Die waflrige Saizlosung aus den Kolben wurde 
keimfrei abfiltriert und lyophilisiert. Anschlieflend 
wurde der trockene Ruckstand in insgesamt 50 ml 
entmineralisiertem Wasser aufgenommen und ge- 
gen Wasser fur 48 Std. dialysiert. 

Das Dialysat wurde in 2 ml Portionen geteilt 
und eingefroren. 

Zur Immunisierung wurden weitere Meer- 
schweinchen am Nacken geschoren und erhielten 
3 mai im Abstand von je 3 Tagen pro Tier 0,2 ml 
des portionsweise aufgetauten Dialysates subcutan 
injiziert. Die Injektionen wurden gut vertragen. 

3 Tage nach der letzten sc-lnjektion wurden die 
Tiere auf dem Rucken geschoren und mit einer 
angekeimten Mikrokonidien-Suspension von Trich. 
ment, die pro ml ca 2 x 10* CFU's enthielt auf 
einer ca 3 x 3 cm gro/ten Stelle des Ruckens 
infiziert. 

Als Kontrolle dienten Meerschweincrten, die vor 
der Infektion nicht immunisiert waren. Bei alien 
diesen Tieren verlief die Dermatophytose normal 
und erreichte am 12. Tag p.i. ihr Maximum. 

Bei den immunisierten Tieren traten bis zu 
diesem Zeitpunkt keinerlei Infektionszeichen an der 
Infektionsstelle auf. 



Patentanspriiche 

1. Pathogenese-Faktoren von Dermatophyten. 

s 2. Pathogenese-Faktoren gema/J Anspruch 1 mit 
Keratinase-Akiivitat. 

3. Pathogenese-Faktoren gemafl den Anspriichen 
1 und 2 mit einer Molmasse von mehr aJs 10 

10 KD. 

4. Vaccine zur Immunisierung gegen Dermato- 
phytosen enthaltend Pathogenese-Faktoren ge- 
mafl den Anspriichen 1 bis 3. 
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5. Antikorper gegen die Pathogenesefaktoren der 
Arispruche 1 bis 3. 

6. Arzneimittel enthaltend Antikorper gemafl An- 
20 spruch 5. 

7. Verfahren zur Herstellung von Pathogenese- 
Faktoren von Dermatophyten, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man Dermatophyten parasitar in 

25 Anwesenheit von Keratin kultiviert und an- 
schlieflend die Faktoren aus dem KulturQber- 
stand isoiiert. 
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